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硝酸铜对白木香细胞生长及抗氧化酶活性的影响
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　　摘要：通过在白木香细胞液体培养基中添加外源硝酸铜［Ｃｕ（ＮＯ３）２］与其共培养的方法，检测白木香细胞的生长

情况、细胞活力、铜离子（Ｃｕ２＋）含量、丙二醛 （ＭＤＡ）含量、过氧化氢 （Ｈ２Ｏ２）含量以及超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）、过氧

化氢酶 （ＣＡＴ）和过氧化物酶 （ＰＯＤ）活性。结果表明，在５０、１００、２００μｍｏｌ／ＬＣｕ（ＮＯ３）２与白木香共培养２４ｈ，白木

香的细胞活力较对照呈显著下降，随处理浓度的增加而显著降低。培养至７２ｈ，随着Ｃｕ（ＮＯ３）２浓度的增加，其细胞

鲜质量、干质量均较对照呈显著降低的变化。在检测的时间内，Ｃｕ（ＮＯ３）２处理组白木香细胞的 Ｃｕ
２＋含量、Ｈ２Ｏ２含

量、ＭＤＡ含量均较对照有显著升高的变化，且随浓度的升高而升高，Ｃｕ（ＮＯ３）２处理组细胞的 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ活性均

随Ｃｕ（ＮＯ３）２浓度的增加而较对照显著升高。可以看出，一定浓度的外源硝酸铜能够抑制白木香细胞生长和降低其

活力，并导致白木香细胞发生氧化胁迫。
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　　白木香［Ａｑｕｉｌａｒｉａｓｉｎｅｎｓｉｓ（Ｌｏｕｒ．）Ｇｉｌｇ］是瑞香科植物，
其木质部在受到外界环境胁迫（机械损伤、化学刺激、病虫害

侵染等）后会产生和积累次生产物，即结香［１］。白木香结香

是其在受到环境胁迫的条件下，体内的自我防御的生理生化

响应过程。近年来，张争等提出了“白木香防御反应结香假

说”［２］，认为物理损伤，化学、真菌诱导子侵染等外界刺激能

够诱导白木香发生防御反应，并诱导产生次生产物的积累。

铜是一种高等植物生长发育过程中必需的重要微量营养

元素，对植物的生长发育、品质及产量等有重要影响，对于药

用植物的次生产物积累也有一定的影响［３］。研究表明，在一

定浓度的铜刺激植物后，植物体内的活性氧（ＲＯＳ）得到积
累，并激发了细胞的自身防御系统清除过量积累的 ＲＯＳ，表
现出抗氧化酶活性的升高，而过高浓度的铜能够使植物体

内的活性氧大量积累，并且超出细胞自身的抵御能力，对细

胞的结构和功能造成了严重的破坏，造成抗氧化酶系统严
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重失衡。

本试验研究了外源铜离子对白木香细胞的生长、活力及

抗氧化酶活性的影响，为研究铜离子对白木香细胞的影响，以

及今后可能在白木香结香中的应用提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料与处理
１．１．１　白木香细胞的培养　参考董闪等的方法［４］，培育白

木香愈伤组织。挑取培养１４ｄ的愈伤组织，接种至４０ｍＬ的
１／２ＭＳ＋６－ＢＡ１．５ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ２．０ｍｇ／Ｌ液体培养基中，
置于（２５±１）℃的恒温摇床上，在光照时间为１２ｈ／ｄ、转速为
１３０ｒ／ｍｉｎ的条件下培养。本试验在广东药科大学（２３°２０′Ｎ，
１１３°３０′Ｅ；年降雨量为１６２３．６～１８９９．８ｍｍ；海拔为１８ｍ；温
度为２４～３２℃）中药楼进行。
１．１．２　硝酸铜处理　将过滤０．４５μｍ滤膜的不同浓度硝酸
铜溶液加入到白木香细胞培养液中共培养，定期每天０９：００
取样检测各项指标。

１．２　测定指标及方法
１．２．１　细胞鲜质量和干质量的测定　参照孙盈盈的试验方
法［５］略加修改。每２４ｈ取出经硝酸铜溶液处理的白木香细
胞，采用称质量法测定细胞的鲜质量；置于 ８０℃烘箱烘约
１２ｈ至恒质量，称量细胞干质量。每个处理重复３次。
１．２．２　细胞活力测定　参考 Ｍｉｋｕｌａ等的方法［６］，采用２，３，
５－三苯基氯化四氮唑（ＴＴＣ）法分别进行细胞活力检测。
１．２．３　细胞内铜离子（Ｃｕ２＋）含量测定　参考《中国药典》
２０１５版［１］，采用硝酸－高氯酸（４∶１）法进行消解。
１．２．４　丙二醛（ＭＤＡ）含量测定　提取液制备和含量测定参
照李合生的方法［７］，并略作改进。

１．２．５　过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）含量测定　提取液制备和含量的测
定参照饶力群等的方法［８－９］，并略作改进。

１．２．６　过氧化物酶液制备及其活性测定　超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）酶液的制备
和活性测定参照张志良等的方法［１０］。

１．３　数据分析
采用Ｅｘｃｅｌ２０１３和ＳＰＳＳ１９．０统计软件对试验数据进行

统计分析。

２　结果与分析

２．１　Ｃｕ（ＮＯ３）２对白木香细胞生长的影响
试验结果表明，白木香细胞在与不同浓度的铜离子共培

养７２ｈ起，随着Ｃｕ（ＮＯ３）２浓度的增加，其细胞鲜质量、干质
量均较对照呈显著降低的变化（Ｐ＜０．０５）。培养至９６ｈ时，
５０、１００、２００μｍｏｌ／ＬＣｕ（ＮＯ３）２处理的白木香细胞鲜质量、干
质量分别较对照降低了 ２２．９７％、４２．４２％、４９．９８％和
１３６５％、２６４２％、３３．１７％（图１、图２）。
２．２　Ｃｕ（ＮＯ３）２对白木香细胞活力的影响

用５０、１００、２００μｍｏｌ／ＬＣｕ（ＮＯ３）２与白木香共培养２４ｈ
后，白木香的细胞活力随 Ｃｕ（ＮＯ３）２浓度的增加呈显著降低
的变化（Ｐ＜０．０５）。培养 ７２ｈ时，５０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ
Ｃｕ（ＮＯ３）２处理的细胞活力较对照组分别降低了 ７２．９８％、
８５８６％、９１６６％（图３）。

２．３　Ｃｕ（ＮＯ３）２对白木香细胞Ｃｕ
２＋含量的影响

由表１可见，用５０、１００、２００μｍｏｌ／ＬＣｕ（ＮＯ３）２与白木香
细胞共培养，在检测的时间内，细胞的 Ｃｕ２＋含量均较对照有
显著升高的变化，且随浓度的升高而升高。在培养７２ｈ时细
胞 Ｃｕ２＋含量分别较对照组升高了 ９．７８％、５４．２９％和
６０６９０％（Ｐ＜０．０５）。

表１　外源铜离子对白木香细胞内Ｃｕ２＋含量的影响

时间

（ｈ）
Ｃｕ２＋含量（ｍｇ／ｋｇ）

ＣＫ ５０μｍｏｌ／Ｌ １００μｍｏｌ／Ｌ ２００μｍｏｌ／Ｌ
１２ ４．９３±０．０３ａ ９．４５±０．２５ｂ １５．４９±２．５６ｃ７７．３６±３．２３ｄ
７２ １２．４７±０．２６ａ１３．６９±０．４８ｂ １９．２４±１．２３ｃ８８．１５±２．３５ｄ

　　注：同行数据间标有不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．４　Ｃｕ（ＮＯ３）２对白木香细胞ＭＤＡ含量的影响
由图４可知，用５０、１００、２００μｍｏｌ／ＬＣｕ（ＮＯ３）２与白木香

细胞共培养，在检测６～７２ｈ，细胞的ＭＤＡ含量均较对照有显
著升高的变化，且随浓度的升高而升高。在培养７２ｈ时细胞
ＭＤＡ含量分别较对照组升高了６５．９８％、１１８．８９％、１８１．６９％
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（Ｐ＜００５）。
２．５　Ｃｕ（ＮＯ３）２对白木香细胞过氧化氢含量的影响

用５０、１００、２００μｍｏｌ／ＬＣｕ（ＮＯ３）２与白木香细胞共培养，
在检测的１２－７２ｈ，白木香细胞的 Ｈ２Ｏ２含量均较对照有显
著升高的变化，且随浓度的升高而升高。在培养７２ｈ时，细
胞内 Ｈ２Ｏ２含量分别较对照组升高了 ３３．５９％、５６．８４％、
７５６９％（Ｐ＜０．０５）（图５）。

２．６　Ｃｕ（ＮＯ３）２对白木香细胞ＳＯＤ活性的影响
用５０、１００、２００μｍｏｌ／ＬＣｕ（ＮＯ３）２与白木香细胞共培养，

在培养６～７２ｈ时，细胞的 ＳＯＤ活性均随 Ｃｕ（ＮＯ３）２浓度的
增加而较对照显著升高。在培养２４ｈ时，各处理的细胞ＳＯＤ
活性最强，５０、１００、２００μｍｏｌ／ＬＣｕ（ＮＯ３）２处理的细胞 ＳＯＤ
活性分别比对照升高了１７１．１６％、１８７．７４％、２６０．３０％ （Ｐ＜
００５），随后各浓度的处理均呈降低的变化，但均显著高于对
照（图６）。

２．７　Ｃｕ（ＮＯ３）２对白木香细胞ＣＡＴ活性的影响
用５０、１００、２００μｍｏｌ／ＬＣｕ（ＮＯ３）２与白木香细胞共培养，

在检测的６～７２ｈ，细胞的 ＣＡＴ活性均较对照有显著升高的

变化，且随浓度的升高而升高，在培养２４ｈ时，ＣＡＴ活性达到
最高，分别较对照升高了 ２２．３７％、８３．００％、９６．３３％ （Ｐ＜
００５），随后各浓度的处理均呈降低的变化，但均显著高于对
照（图７）。

２．８　Ｃｕ（ＮＯ３）２对白木香细胞ＰＯＤ活性的影响
５０、１００、２００μｍｏｌ／ＬＣｕ（ＮＯ３）２与白木香细胞共培养

６～７２ｈ，细胞的ＰＯＤ活性均较对照有显著升高的变化，且随
浓度的升高而升高。各处理在培养４８ｈ时，ＰＯＤ活性达到最
高值，分别比对照升高了１３１．７６％、１８２．４６％、２０２．５４％（Ｐ＜
００５），随后呈降低的变化，但均显著高于对照（图８）。

３　讨论

铜离子不仅是许多酶（包括参与呼吸的细胞色素 Ｃ氧化
酶、参与活性氧清除以及引起酚类物质氧化褐变、促进次生代

谢、产生防御反应的多酚氧化酶等）的辅基［１１－１２］，而且是植

物体内生长发育所需的微量营养元素，植物如缺乏铜离子会

导致其叶绿素的缺失、光合作用受阻［８］、根系活力的下降［１３］

等。但外源如土壤中的铜离子过量则会胁迫植物产生活性

氧，并且会打破其清除机制的动态平衡，造成氧化伤害［１４］。

廖建良等研究表明，铜离子浓度超过１０ｍｇ／Ｌ时，金针菇的生
长受到抑制，且部分细胞的有丝分裂出现异常［１５］。王蕊等对

豌豆苗的研究发现，１００ｍｇ／Ｌ铜离子会抑制其幼苗根生长、芽
长的伸长，且导致其体内 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ等活性的下降，
ＭＤＡ含量升高［１６］。

本研究表明，在不同铜离子浓度胁迫下，白木香悬浮细胞

生长受到不同程度的影响。在培养２４ｈ时，细胞活力呈现明
显下降，处理组细胞活力较对照组降幅都达５０％以上，且其
细胞活力随处理时间的增加而下降，在同一处理时间，细胞活

力随外源铜离子浓度增加显著降低。细胞鲜质量、干质量在
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培养４８ｈ时，随处理浓度的增加在一定范围内显著下降，在
培养７２ｈ时，下降幅度最大。

药用植物体内铜离子浓度标准不能超过２０ｍｇ／ｋｇ［１７］。
本研究表明，细胞内铜离子含量随着外源铜离子浓度增加而

升高，在硝酸铜诱导细胞的１２ｈ时，检测到５０、１００μｍｏｌ／Ｌ浓
度处理组的细胞内铜含量分别为９．４５、１５４９ｍｇ／ｋｇ，在高铜
胁迫７２ｈ下的白木香悬浮细胞内的铜离子含量显著增加，较
对照组升高了６０６．９０％，说明外源铜浓度的增加与细胞内铜
离子含量的增加呈正相关。

Ｈ２Ｏ２是一种广泛存在于植物体内各种代谢途径中的活
性氧，同时也是植物体内普遍存在的一类重要的防御氧化反

应相关的信号分子［１８－１９］。ＭＤＡ是用于表达膜质过氧化程度
的指标，其值越高，表示膜质过氧化程度越高，细胞损伤越严

重［２０］。通过对白木香细胞中 ＭＤＡ含量的检测发现，随着铜
离子浓度的升高，白木香悬浮细胞内的ＭＤＡ含量、Ｈ２Ｏ２含量
也显著升高，推测白木香细胞在胁迫下，细胞膜脂发生了氧化

胁迫反应。植物自身体内具有清除活性氧的体系，主要由

ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ等酶组成。ＳＯＤ是抗氧化防御中的一个关键
酶，用于清除体内的超氧阴离子自由基（Ｏ－２·），降低在胁迫
作用下细胞膜受到的损害。ＣＡＴ、ＰＯＤ２种酶具有类似的功
能，主要是清除体内过量的Ｈ２Ｏ２活性氧，降低ＲＯＳ（活性氧）
的浓度［２１－２３］。本研究显示，白木香细胞在５０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ
浓度的外源铜离子胁迫下，其体内 ＰＯＤ、ＳＯＤ、ＣＡＴ活性随处
理时间的延长呈先升后降的变化趋势，且在同一检测时间内，

其活性均随着硝酸铜浓度的升高而升高，其中，在诱导的２４ｈ
时，ＣＡＴ、ＳＯＤ活性达到最高值，在４８ｈ时，ＳＯＤ、ＣＡＴ活性出
现下降的情况，表明细胞内的保护酶系统可能受到破坏，２种
酶的作用下降，无法清除体内过量的 ＲＯＳ。ＰＯＤ活性随浓度
的升高而升高，至４８ｈ时达到高峰，随后下降。这些结果与
已报道的部分研究结果相似［２４－２５］。

本研究表明，在较高浓度的外源铜离子影响下，白木香细

胞体内发生氧化胁迫反应，细胞生长受到一定程度的抑制，细

胞Ｈ２Ｏ２含量增加，ＭＤＡ含量升高，细胞抗氧化酶活性升高。
外源铜离子作为一种诱导子，可诱导白木香细胞抗氧化酶活

性等指标产生变化，在细胞体内铜离子浓度最低标准前提下，

如何利用外源铜离子诱导白木香细胞次生产物和有效成分的

产生和积累，有待进一步的研究。
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